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Present invention relates to of new usable activatable particles in the field of the health. It concerns particularly of the 
composite nanoparticles provided of an element of intracellular targeting capable to generate a response under excitation, 
and their uses in health, especially human. The particles of the invention include/understand a comprising core at least an 
inorganic compound and optionally one or more others made up (S) organic (S) and can be activated in vivo, to mark or 
deteriorate cells, fabrics or bodies. The invention also relates to production methods of such particles, as well as 
pharmaceutical compositions or diagnostic the container. 
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NANOPARTICULES POURVUES D'UN ELEMENT DE CIBLAGE INTRACELLULAIRE, PREPARATION ET 
UTILISATIONS. 

La presente invention concerne de nouvelles particu- 
les activables utilisables dans le domaine de la sante. Elie 
concerne plus particulierement des nanoparticules compo- 
sites pourvue d'un element de ciblage intra-cellulaire capa- 
bles de generer une reponse sous excitation, et leurs 
utilisations en sante, notamment humaine. Les particules de 
I'invention comprennent un noyau comprenant au moins un 
compose inorganique et eventuellement un ou plusieurs 
autres compose(s) organique(s) et peuvent etre activees in 
vivo, pour marquer ou alterer des cellules, tissus ou orga- 
nes. L'invention concerne egalement des methodes de pro- 
duction de telles particules, ainsi que des compositions 
pharmaceutiques ou diagnostiques les contenant. 
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NANOPARTICULES POURVUES D'UN ELEMENT DE CIBLAGE INTRA- 
CELLULAIRE, PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente demande concerne de nouvelles particules activables 
utilisables dans le domaine de la sante. Elle concerne plus particulierement des 
particules composites pourvues d'un element de cibiage intra-cetlulaire, 
capables de generer une reponse sous excitation, et leurs utilisations en sante, 
notamment humaine. Les particules de ('invention comprennent un noyau 
comprenant au moins un compose inorganique ou organique activable, pour 
marquer ou alterer des cellules, tissus ou organes. L'invention concerne 
egalement des methodes de production de telles particules, ainsi que des 
compositions pharmaceutiques ou diagnostiques les contenant. 

Durant les 30 dernieres annees, des avancees majeures ont ete realisees 
dans le domaine du diagnostic et du traitement des cancers humains. En 
parallele, les biotechnologies et les nanotechnologies ont ouvert de nouvelles 
voies de developpement et sont a I'origine de traitements nouveaux des 
pathologies humaines. En pratique, la chimiotherapie est la methode la plus 
largement utilisee pour traiter de nombreux cancers. Elle presente toutefois 
certaines limites et des inconvenients consequents. Le principal inconvenient de 
la chimiotherapie est certainement sa toxicite a regard des cellules saines du 
patient, qui restreint de fagon drastique les doses de medicament susceptibles 
d'etre employees pour detruire les cellules cancereuses. De fagon a fournir une 
approche chimiotherapeutique plus efficace, la recherche s'est concentree sur le 
cibiage specifique des molecules de chimiotherapie vers les cellules malades, 
les cellules cancereuses etant reconnues en tant que cellules cibles via des 
molecules presentes a leur surface (Schally et al., 1999, J. Endocrinol., 141:1; 
Nagy et al., 1996, Proc. Natl. Acad. ScL, USA, 93:7269; Emons et al., 1993, J. 
Clin. Endocrinol. Metab., 77:1458). 

Depuis 1950, les sondes et particules magnetiques ont ete identifies 
comme moyen de traitement potentiel des cancers. Les etudes demontrent que 
I'hyperthermie (Grittner et al., 1997, Hybridoma, 16:109; Higler et al., 1997, 
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invest. Radiol., 32:705) generee par des particules magnetiques couplees a un 
champ magnetique de frequence elevee pourrait etre utilisee comme un 
adjuvant dans le traitement du cancer. II a ete demontre que I'activite 
hyperthermique (chaleur produite par I'energie de relaxation magnetique du 
materiel magnetique) detruit effectivement les tissus cancereux a proximite des 
sondes ou particules. 

Le developpement de tres petites particules magnetiques (ferrofluides) 
presentant une cristallinite elevee a constitue I'etape ulterieure dans le 
developpement de la therapie basee sur I'hyperthermie induite par un champ 
magnetique. Ce traitement provoque une reduction de la taiile de la tumeur 
quand les particules sont directement injectees dans le tissu. Cependant, 
aucune specificite tissulaire ou cellulaire liee a cette therapie n'a pu etre 
demontree. 

Une approche basee sur ('utilisation de particules activables par 
application d'un champ magnetique a ete decrite dans le brevet No. 
US6,514,481. 

La therapie photo dynamique (PDT) est une autre methode de traitement 
recemment developpee, utilisee pour traiter les cancers superficiels comme 
celui de la peau ou de I'oesophage (voir par exemple McCaughan, J.S. Jr., 
Drugs and Aging. 15: 49-68 (1999) "Photodynamic Therapy: A Review"). Ce 
traitement est base sur la production de radicaux libres par des molecules 
photosensibles, lors de I'exposition a de forts rayonnements UV ou LASER. En 
effet, les molecules activees transforment Toxygene qui les entoure en radicaux 
libres qui sont des especes hautement reactives produisant des dommages 
irreversibles dans les cellules. Les organes cellulaires principalement attaques 
sont les mitochondries, les membranes cellulaire et nucleaire, les lysosomes, 
etc. Les molecules photosensibles sont injectees par voie intraveineuse et sont 
generalement retenues en concentration superieure dans les tissus cancereux. 
Ceci permet, apres un certain temps, d'avoir une concentration dans les tissus a 
traiter plus importante que dans les tissus sains. Lorsque ces molecules sont 
exposees a la lumiere (avec une longueur d'onde appropriee), elles produisent 
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des radicaux iibres a partir de I'oxygene, qui vont reagir avec des elements 
vitaux de la cellule. 

La therapie photodynamique presente cependant certaines iimites. En 
effet, les patients peuvent developper une certaine sensibilite a la lumiere, ce 
qui limite le nombre duplications de cette therapie a un individu donne. D'autre 
part, les faibles longueurs d'ondes des rayonnements utilises pour I'excitation 
des molecules photosensibles ne permettent pas de traverser une grande 
epaisseur de tissu, ce qui presente I'avantage d'etre peu toxique pour les autres 
tissus, mais restreint I'indication aux cancers superficieis (peau et sous- 
cutanes). D'autres problemes potentiels inherents a ('utilisation de la therapie 
photodynamique sont lies a la toxicite des molecules photosensibles et a la 
necessity dans certains cas, de I'utilisation d'oxygene pour « charger » les 
tissus a traiter. 

Une autre approche utilisant des particules de Ti0 2 a montre qu'il etait 
possible de generer des radicaux Iibres a partir de molecules d'eau et d'oxygene 
sous une excitation UV (Shibata et al., Bioscience Biotechnology and 
Biochemistry 62:2306-2311 (1998)). Cette approche a ete utilisee sur des 
modeles in vitro et in vivo de cancer de la vessie. 

Une approche basee sur I'utilisation d'une nouvelle classe de particules, 
designees NanoXRay, activables par des rayons X ou par des UV et capables, 
une fois activees, de generer des radicaux Iibres ou de la chaleur, a par ailleurs 
ete decrite dans la demande FR 04 05036. Ces particules peuvent induire une 
reponse therapeutique ou diagnostique in vivo meme dans des tissus profonds. 

La presente demande propose des ameliorations aux nanoproduits a 
vocation therapeutique ou diagnostique, tels ceux mentionnes ci-dessus. 

Plus particulierement, dans le cadre de la presente invention, les 
inventeurs ont cherche a minimiser la toxicite potentielle des nanoparticules 
capables de generer une reponse sous excitation, telles celles decrites dans 
Tart anterieur mentionne ci-dessus, en mettant au point de nouvelles 
nanoparticules activables, i.e., capables de marquer, alterer ou detruire des 
cellules, tissus ou organes, meme a faibles concentrations, in vivo, in vitro ou ex 
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vivo. Ces objectifs ont ete atteints par la mise au point de nouveaux composes 
utilisables en therapeutique et/ou en diagnostique (par exemple en imagerie), 
notamment chez I'homme, reconnaissant de maniere specifique une molecule 
ou structure intra-cellulaire. Les particules de I'invention sont applicables a tout 
type de tissu, superficiel ou profond, chez tout organisme mammifere. 

Un premier aspect de Invention concerne ainsi des nanoparticules composites 
biocompatibles, comprenant : 

- un noyau comprenant au moins un compose inorganique ou organique 
activable par excitation, 

- de maniere facultative, un enrobage biocompatible, et 

- au moins une molecule de ciblage, de preference exposee a la surface 
de la particule, presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra- 
cellulaire. 

Un autre objet de Tinvention concerne un procede de preparation de 
nanoparticules telles que definies ci-dessus comprenant : 

- la formation d'un noyau comprenant un ou plusieurs composes tels que 
definis ci-dessus, 

- I'enrobage eventuel du noyau, 

- la fixation d'au moins une molecule de ciblage presentant une affinite 
pour une molecule ou une structure intra-cellulaire a la surface de ladite 
particule ainsi formee eventuellement enrobe(e) et, eventuellement 

- la fixation d'au moins un element de ciblage de surface permettant de 
cibler specifiquement des cellules ou tissus biologiques. 

Selon un autre aspect, I'invention reside dans des compositions, 
pharmaceutiques ou diagnostiques, comprenant des nanoparticules telles que 
definies ci-dessus ou susceptibles d'etre obtenues par le procede ci-dessus. 

Un autre objet de I'invention reside dans ['utilisation des compositions et 
nanoparticules telies que definies ci-dessus, en combinaison avec une source 
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d'excitation appropriee (e.g., un rayonnement, une radiation, un champ externe, 
des ultrasons, etc.), pour le marquage, la destruction (ciblee), la detection ou la 
visualisation de cellules, tissus ou organes in vitro, ex vivo ou in vivo, ainsi que 
dans des methodes correspondantes. 

Au sens de I'invention, on entend par « nanoparticule composite » tout 
produit complexe synthetique du type particule ou agregat nanoparticulaire, de 
taille reduite, generalement inferieure a 1000 nm. Leur forme peut etre variee, 
par exemple arrondie, aplatie, allongee, spherique, ovale, etc. La forme est de 
preference essentieliement spherique. La forme peut etre determinee ou 
controlee par le procede de fabrication, et adaptee par I'homme du metier selon 
les applications recherchees. 

La forme des particules n'a pas une grande influence sur leurs proprietes, 
notamment sur le rendement de la production de radicaux libres ou de chaleur 
ou sur la nature des vibrations emises. Cependant, la forme peut influencer la 
« biocompatible » des particules. Ainsi, pour des raisons de 
pharmacocinetique, on prefere des nanoparticules de forme essentieliement 
spherique ou arrondie. On prefere d'autre part des nanoparticules de forme 
assez homogene. 

De maniere preferee, la taille des nanoparticules selon I'invention est 
typiquement comprise entre 4 et 1000 nm environ. La taille des objets doit 
idealement etre suffisamment petite pour leur permettre de diffuser dans 
I'organisme (tissus, cellules, vaisseaux sanguins, etc.), essentieliement sans 
etre captes par les macrophages (phagocytose) et sans provoquer d'obstruction 
significative. 

Les nanoparticules selon I'invention doivent etre biocompatibles, c'est-a- 
dire pouvoir etre administrees a un organisme, typiquement un mammifere. Ce 
caractere biocompatible peut etre assure par exemple par la nature des 
composes constitutifs de la particule et/ou de I'enrobage eventuel. 
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Noyau 

Comme indique precedemment, les particules selon Tinvention 
comprennent un noyau contenant au moins un type de compose inorganique ou 
organique ayant des proprietes particulieres, eventuellement recouvert d'un 
enrobage. 

Un compose susceptible de rentrer dans la composition du noyau de la 
particule est un compose (ou un melange de composes) inorganique(s) ou 
organique(s) capable(s) de generer une reponse sous excitation. Un compose 
adapte a la presente invention peut par exemple posseder des proprietes 
magnetiques, auquel cas la particule subit un changement d'orientation sous 
I'influence d'un champ magnetique. Un autre compose adapte peut absorber les 
rayons X, une lumiere laser ou une lumiere UV et emettre une reponse telle que 
de I'energie UV-visible, de la chaleur ou des radicaux libres. Un autre type de 
compose adapte peut etre sensible aux ultrasons et emettre de la chaleur ou 
une vibration particuliere ou peut etre sensible aux champs magnetiques 
alternatifs ou aux micro-ondes et generer de la chaleur, etc. La fonction 
principale de ce ou ces materiau(x) inorganique(s) ou organique(s) est de reagir 
a un stimulus et de generer un signal en reponse audit stimulus. 

Composes sensibles a un champ magnetique 

Les composes sensibles a un champ magnetique susceptibles de rentrer dans 
la composition du noyau d'une particule selon I'invention sont typiquement des 
composes inorganiques. De tels composes sont par exemple des metaux non 
oxydes, des oxydes metaliiques ou des composes mixtes d'oxydes metalliques, 
permettant un retournement physique de la particule sous Teffet d'un champ 
magnetique. II s'agit par exemple d'un oxyde ferreux ou ferrique, d'un oxyde de 
cobalt ou d'un oxyde de fer/cobalt mixte. 



7 



2877571 



Composes sensibles aux ravons X 

Les composes sensibles aux rayons X susceptibles de rentrer dans la 
composition du noyau d'une particule selon [Invention sont avantageusement 
des composes inorganique(s). Ces composes se presentent preferentieliement 
sous forme d'oxyde, hydroxyde, oxysulfure ou de sel, avantageusement dope 
par un agent dopant, de preference choisi parmi les terres rares (comme decrit 
dans le document FR 04 05036). lis sont par exemple choisis parmi Y 2 0 3 , 
(Y,Gd) 2 0 3 , CaW0 4> Gd0 2 S, LaOBr, YTa0 3 , BaFCI, Gd 2 0 2 S ? Gd 3 Ga 5 0 12 , 
Rb 3 Lu(P0 4 ) 2 et Cs 3 Lu(P0 4 ) 2 . Le dopant utilise est avantageusement une terre 
rare choisie par exemple parmi Gd, Eu, Tb, Er, Nb, Pr et Ce. 

Des composes metalliques, en particulier non oxydes, peuvent par ailleurs etre 
utilises pour leur propriete d'absorption des Rayons X et emission de chaleur. 
Des composes metalliques presentant ces proprietes sont par exemple Au, Pb 
ou un melange de materiaux amorphes et de composes metalliques. 

Des molecules contenant des atomes sensibles aux rayons X peuvent 
egalement etre utilisees. 

II est entendu que d'autres composes inorganiques, metaux, oxydes, 
hydroxydes, oxysulfures ou sels et dopants peuvent etre envisages par Thomme 
du metier pour rentrer dans la composition des noyaux des particules selon 
invention. II est entendu que plusieurs metaux, oxydes, hydroxydes, 
oxysulfures ou sels et/ou dopants peuvent etre utilises en melange dans le ou 
les noyaux d'une rneme particule de Tinvention. 

Composes sensibles aux ravons UV-visible IR 

Les composes sensibles aux rayons UV-visible susceptibles de rentrer dans la 
composition du noyau des nanoparticules selon ('invention, sont 
avantageusement de nature inorganique et peuvent etre choisis parmi les 
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composes semi-conducteurs, tels que notamment ie Ti02, le ZnO et, de 
maniere non restrictive, CdS, CdSe, CdTe, MnTe et des solutions mixtes (par 
exemple CdZnSe, CdMnSe, etc.), eventuellement dope(e)s avec une terre rare 
(comme decrit dans le document FR 04 05036). Le ou les composes sensibles 
aux rayons UV-visible utilises peuvent egalement etre des composes/molecules 
organiques capables de produire de la chaleur ou des radicaux libres sous I'effet 
d'une lumiere UV. 

Composes sensibles a un ravonnement LASER 

Un compose sensible a un rayonnement LASER, susceptible de rentrer dans la 
composition du noyau des nanoparticules selon 1'invention, est de preference un 
compose ou un melange de composes/molecules photosensibles de nature 
organique ou inorganique. De tels composes sont par exemple constitues de 
molecules biologiques, chimiques ou d'un melange de celles-ci. Le compose 
peut etre un compose semi-conducteur ou une solution mixte, eventuellement 
dope(e) avec une terre rare. Les molecules activees (sous I'effet d'une lumiere 
LASER) transforment I'oxygene ou d'autres molecules qui les entourent en 
radicaux libres ou produisent de la chaleur. 

Les molecules utilisees peuvent etre par exemple et de fagon non limitative 
Thaematoporphyrine, le mTHPC, la chlorine, la mono-L-aspartylchlorine, la 
phthalocyanine, etc. D'autres composes organiques utilisables dans le cadre de 
la presente invention peuvent etre, par exemple, des semi-conducteurs (ZnO, 
Ti02, etc.), des metaux (Au, etc). 

Composes sensibles a d'autres types de rayonnement 

Les composes sensibles a d'autres types de rayonnement, susceptibles de 
rentrer dans la composition du noyau des nanoparticules selon 1'invention, sont 
de preference choisis parmi un compose ou un melange de composes de nature 
organique ou inorganique qui permet d'absorber un rayonnement de type Haute 
frequence, Ultrasons, ondes radio, etc. ou d'interagir avec celui-ci. 
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De tels composes sont par exemple constitues de materiaux semi-conducteurs, 
magnetiques, isolants ou d'un melange de ceux-ci. 

Les composes actives peuvent par exemple et comme indique precedemment 
generer de la chaleur ou des vibrations. 

De maniere generate, I'efficacite ou les proprietes des particules peuvent 
etre adaptees par I'homme du metier en jouant sur la quantite relative des 
differents types de composes, le recouvrement entre les spectres d'emission et 
d'absorption des composes, la structure cristalline des materiaux, la surface de 
contact entre un compose organique et I'eau et/ou la distance entre les 
composes. 

Dans le noyau des particules de ('invention, !e ou les composes 
inorganiques ou organiques peuvent etre agences ou organises de differentes 
fa?ons. Ainsi, un premier compose, de preference inorganique, peut former le 
coeur du noyau, et un second compose (inorganique ou organique) se presenter 
sous forme d'une couche ou de nanoparticules a la surface du coeur. Plusieurs 
composes constitutifs du noyau peuvent egalement etre disposes en 
multicouches successives, un premier compose inorganique formant 
preferentiellement la couche interne (le coeur). Le coeur du noyau forme par le 
premier compose inorganique presente typiquement une dimension comprise en 
5 et 50 nm environ, par exemple entre 7 et 40 nm, et/ou la couche formee par ie 
second compose a la surface du coeur possede une epaisseur comprise 
typiquement entre 1 et 30 nm environ, par exemple entre 2 et 25 nm. 
Les composes du noyau peuvent egalement etre presents sous forme d'un 
melange de nanoparticules. De telles nanoparticules peuvent etre de taille et de 
forme variees. Dans une autre variante de mise en ceuvre, les composes 
inorganiques du noyau peuvent etre presents sous forme d'au moins deux 
noyaux au contact Tun de I'autre. 

L'homme du metier peut done adapter les proprietes des particules en faisant 
varier les parametres mentionnes ci-dessus, par exemple en fonction des 
utilisations envisagees (diagnostic, therapeutique, etc.). 
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II est entendu que les particules de invention peuvent comprendre, outre les 
differents types de composes decrits precedemment, d'autres molecules, 
composes ou materiaux de structure ou de surface, destines a ameliorer leur 
stabilite, propriete, fonction, specificite, etc. 

Enrobage 

Comme indique precedemment, les nanoparticules selon Tinvention 
peuvent comprendre en outre un enrobage. Un tel enrobage permet 
avantageusement de preserver Tintegrite des particules in vivo, d'assurer ou 
d'ameliorer leur btocompatibilite, et de faciliter leur fonctionnalisation [par 
exemple avec des molecules de liaison (« spacer »), des polymeres 
biocompatibles, des agents de ciblage, des proteines, etc.]. 

L'enrobage peut etre compose de toute structure inorganique ou 
organique, amorphe ou cristalline. Pour preserver I'activite des particules de 
invention, selon la nature du noyau, il peut etre souhaitable que I'enrobage 
permette la diffusion de petites molecules et/ou de radicaux fibres. En 
particulier, il est important que Tenrobage permette le passage de I'eau (ou 0 2 ) 
et de sa forme radicalaire apres transformation lorsque la nanoparticule 
comprend un compose organique capable de reagir avec celle-ci. Ceci peut etre 
assure en utilisant des materiaux presentant une certaine porosite et/ou une 
couche d'enrobage de faible epaisseur et poreuse. Ainsi par exemple, on utilise 
typiquement un enrobage possedant une porosite comprise entre 0,2 et 10 nm. 
L'enrobage possede par ailleurs une epaisseur comprise generalement entre 
0,1 et 50 nm environ, par exemple entre 0,2 et 40 nm. 

De fagon generate, Tenrobage peut etre non-biodegradable ou 
biodegradable. Pour les enrobages non-biodegradables, on utilise par exemple 
un ou plusieurs materiaux choisis parmi la silice, Pagarose, I'alumine, un 
polymere carbone sature ou un polymere inorganique, reticule ou non, modifie 
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ou non (polystyrene, etc.). Pour les enrobages biodegradables, on utilise par 
exemple un ou plusieurs materiaux choisis parmi des molecules biologiques 
modifiees ou non, naturelles ou non, un polymere de molecule biologique 
modifiee ou non, de forme naturelle ou non, ou un polymere biologique, tel que 
le saccharide, un oligosaccharide, un polysaccharide, polysulfate ou non, par 
exemple le dextran. Les materiaux ou composes ainsi mentionnes peuvent etre 
utilises seuls ou en melanges ou en assemblages, composite ou non, covalent 
ou non, eventuellement en combinaison avec d'autres composes. D'autre part, 
on peut egalement utiliser tout materiau mentionne ckiessus, hydro- ou 
liposoluble, de fa$on naturelle ou artificielle. 

L'enrobage comprend de preference un ou des composes choisis parmi 
la silice (Si0 2 ), I'alumine, les metaux (Au, etc.), le Polyethylene Glycol (PEG) ou 
le Dextran, eventuellement en melange(s). 

L'enrobage peut par ailleurs comporter differents groupes fonctionnels 
(ou segments de liaison), permettant la liaison a la surface de la particule de 
toute molecule d'interet. 

Des groupes fonctionnels utiles sont par exemple (CH 2 ) n COOH, dans 
lequel n est un entier allant de 1 a 10. La molecule de ciblage et/ou Telement de 
surface peuvent ainsi avantageusement etre lies a l'enrobage via un groupe 
fonctionnel (CH 2 ) n COOH de l'enrobage dans lequel n est un entier allant de 1 a 
10. 

Les molecules couplees a la surface de la particule peuvent etre, par 
exemple : 

-un agent de cibtage de surface permettant de cibler specifiquement des 

cellules ou tissus biologiques; 

-une molecule assurant ou ameliorant la biocompatible ; ou 

-une molecule permettant a la particule d'echapper au systeme 

immunitaire (et notamment d'eviter les interactions avec les macrophages et 

SRE), 
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Dans un mode de realisation particulier, les nanoparticules selon 
I'invention comprennent un enrobage auquel une molecule de ciblage intra- 
cellular et eventuellement un element de ciblage de surface est lie, de 
preference par I'intermediaire d'un segment de liaison. 

Element de ciblage intra-cellulaire 

Comme indique ci-dessus, la presente demande offre de nouveaux 
composes utilisables en therapeutique et/ou en diagnostique, chez Phomme ou 
I'animal, reconnaissant de maniere specifique une structure ou molecule intra- 
cellulaire. La specificite de reconnaissance des nanoparticules selon I'invention 
leur permet de marquer, alterer ou detruire des cellules, tissus ou organes, 
meme a faibles concentrations, notamment in vivo. Les produits selon ['invention 
presentent done un risque de toxicite potentielle reduit par rapport aux produits 
de Fart anterieur. 

Un objet de I'invention conceme une nanoparticule telle que definie 
precedemment, caracterisee en ce qu'elle comprend une molecule de ciblage 
presentant une affinite pour une molecule presente dans une cellule humaine ou 
animale. 

La molecule de ciblage presentant une affinite pour une molecule intra- 
cellulaire petit etre une molecule biologique ou chimique. Une telle molecule est 
par exemple choisie parmi un peptide, un polypeptide, un acide nucleique, un 
nucleotide, un lipide, un metabolite, etc. La molecule de ciblage est de 
preference un anticorps, un ligand de recepteur, un recepteur de ligand ou un 
fragment ou un derive de ceux-ci. II peut s'agir egalement d'une hormone, d'un 
sucre, d'une enzyme, d'une vitamine ou autres. Des exemples particuliers de 
molecules de ciblage susceptibles d'etre utilisees sont la phalloidine, le 
phosphatidylinositol, la rhodamine ou I'HPPH, etc. 
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La molecule ou structure intra-cellulaire cible au sens de I'invention peut 
etre une structure biologique ou chimique, par exemple une structure biologique 
choisie parmi une molecule d'une membrane intracellulaire telle que I'appareil 
de Golgi, le reticulum endoplasmique, des vesicules intra-cellulaires (endosome, 
peroxysome, etc.), ou d'une membrane nucleaire, etc., un lysosome, une 
molecule du cytosquelette, une molecule cytoplasmique, une mitochondrie, une 
enzyme (par exemple un enzyme de replication, de reparation, de transcription 
ou de traduction de I'ADN, enzyme mitochondriale), un recepteur nucleaire, un 
acide nucleique [par exemple un preARN, un ARNm, un ARNt (notamment leur 
fragment anti-codon), un ARNr, un ADN], un facteur de transcription ou de 
traduction, un co-facteur (par exemple I'ATP, le CoA, le NAD, le NADPH, etc.), 
un substrat naturel (par exemple 0 2 ou autres substrats ou produits de 
reaction), etc. La molecule ou structure intra-cellulaire cible au sens de 
I'invention, presentant une affinite pour la molecule de ciblage, peut egalement 
etre de nature chimique. II peut par exemple s'agir d'un substrat synthetique 
injecte artificiellement dans une cellule cible (0 2 ou autres substrats ou produits 
de reaction). 

La molecule de ciblage est liee a I'enrobage eventuellement present ou au 
noyau constitutif de ladite nanoparticule, i.e., au compose inorganique ou 
organique constitutif de ladite nanoparticule. La molecule est preferentiellement 
fixee de maniere covalente a la surface ou adsorbee. Cette fixation peut se faire 
par exemple via des chaTnes moleculaires hydrocarbonees de longueur variable 
mais aussi via d'autres types de molecules telles que des polysaccharides, 
polypeptides, de I'ADN, etc. 

L'element de ciblage intra-cellulaire permet de developper des 
nanoparticules capables de cibler une molecule ou une structure intra-cellulaire, 
de preference un composant vital de la cellule lorsque ces nanoparticules sont 
utilisees en therapie et au contraire, de preference un composant non vital, 
lorsqu'elles sont utilisees en diagnostique. Des exemples de structures vitales 
preferentiellement ciblees sont le noyau, les mitochondries, des substrats (0 2 
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par exemple) ou des produits de reaction d'une voie metabolique necessaire a 
la survie cellulaire, le but etant par exemple de geler des equilibres 
reactionnaires et done I'ensemble du fonctionnement cellulaire. Comme le 
demontrent les exemples et comme rappele precedemment, des doses de 
nanoparticules moins importantes peuvent etre employees pour atteindre le 
resultat attendu en therapie, i.e., la destruction de la cellule, lorsque la 
nanoparticule comprend a la fois un element de ciblage de surface et une 
molecule de ciblage d'une molecule ou structure intra-cellulaire au lieu du seul 
element de ciblage de surface (cf. Figures 3 et 4 qui concement respectivement 
des nanoparticules activees par un rayonnement LASER et par un champ 
magnetique). 

La rhodamine est utilisee comme molecule de ciblage dans les exemples de la 
demande. Cette molecule presente une affinite pour les mitochondries 
naturellement presentes a finterieur des cellules. Le ciblage, permis par la 
rhodamine, des nanoparticules selon invention vers les mitochondries intra- 
cellulars, favorise la destruction de la cellule lors de I'exposition a une source 
d'excitation, dans la mesure ou les mitochondries constituent un element vital de 
cette cellule. 

Element de ciblage de surface 

Les nanoparticules selon ['invention peuvent comprendre, outre la 
molecule de ciblage presentant une affinite pour une structure ou une molecule 
intra-cellulaire, un element de surface permettant de cibler specifiquement des 
cellules ou des tissus biologiques. Cet element de surface peut etre lie aux 
particules par tout moyen, de preference covalent, eventuellement par 
I'intermediaire d'un segment de liaison. II peut etre associe au noyau, e.g., a un 
compose inorganique, ou a I'enrobage eventuellement presents, comme il sera 
decrit dans la suite du texte. 
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L'element de ciblage de surface peut etre toute structure biologique ou 
chimique presentant une affinite pour des molecules preserves dans le corps 
humain ou animal. II peut ainsi s'agir d'un peptide, d'un polypeptide, d'une 
proteine, d'une glycoproteine, d'un lipide, etc. II peut par exemple s'agir d'une 
hormone, d'une vitamine, d'un enzyme, etc. et, de maniere generate, de tout 
ligand de molecules (par exemple recepteurs, marqueurs, antigenes, etc.). On 
peut mentionner a titre d'illustration des ligands de molecules exprimees par des 
cellules pathologiques, notamment des ligands d'antigenes tumoraux, de 
recepteurs hormonaux, de recepteurs de cytokines ou de recepteurs de facteurs 
de croissance, par exemple. De tels elements de ciblage peuvent etre par 
exemple choisis parmi la LHRH, i'EGF, un folate, I'anticorps anti-B-FN, la E- 
selectin / P-selectin, I'anticorps AntML-2Ra, la GHRH, le trastuzumab, le 
Gefitinib, la PSMA, le Tamoxifen / toremifen, I'lmatinib, le Gemtuzumab, le 
Rituximab, r Alemtuzumab, le Cetximab, une LDL. 

L'element de ciblage de surface permet, lorsqu'il est present, une 
reconnaissance et une accumulation preferentielle des particules de ('invention 
dans des cellules, tissus ou organes d'interet, et ainsi de confiner Taction a ces 
tissus. Un tel ciblage est particulierement utile lorsque les particules sont 
administrees par voie systemique, par exemple pour les tissus profonds. 

L'element de ciblage de surface permettant de cibler specifiquement des 
cellules ou des tissus biologiques est lie a I'enrobage eventuellement present ou 
au compose inorganique ou organique constitutif de ladite nanoparticule. 

La presence combinee, au niveau des nanoparticules selon Tinvention, 
d'une molecule de ciblage presentant une affinite pour une molecule ou pour 
une structure intra-cellulaire et d'un element de ciblage de surface permettant 
de cibler specifiquement des cellules ou des tissus biologiques, ameliore la 
specificite de reconnaissance desdites nanoparticules pour leur cible. Cette 
specificite accrue des nanoparticules leur permet de marquer, alterer ou detruire 
des cellules, tissus ou organes, meme a faibles concentrations, notamment in 
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vivo, reduisant ainsi, comme indique precedernment, les risques de toxicite 
potentielle inherents a I'usage de toute composition pharmaceutique ou 
diagnostique. 

La LHRH est utilisee comme element de ciblage de surface dans les 
exemples de la demande. Cette molecule presente une affinite pour les 
recepteurs de la LHRH presents a la surface des cellules cancereuses, 
notamment dans le cadre des cancers hormono-dependants. La LHRH permet, 
par exemple, de cibler des cellules de tumeurs du sein, de I'ovaire ou de la 
prostate. Le double ciblage, permis par la LHRH et par la rhodamine, des 
nanoparticules selon ('invention vers les mitochondries de cellules cancereuses, 
favorise la destruction de ces cellules lors de 1'exposition a une source 
d'excitation. Comme le demontre I'exemple 4 en particulier, I'efficacite des 
nanoparticules selon I'invention, en terme de destruction des cellules cibles, est 
accrue lorsque le double ciblage, i.e., la fixation d'une molecule de ciblage 
presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra-cellulaire et 
celle d'un element de ciblage de surface, est mis en pratique. 

Procede de production 

Les nanoparticules de I'invention peuvent etre produites par toute technique 
connue dans le domaine. 

Un objet de ['invention concerne un procede de production de nanoparticules 
tels que definies precedernment, comprenant : 

- la formation d'un noyau comprenant un ou plusieurs composes tels que 
definis precedernment, 

- Tenrobage eventuel du noyau, 

- la fixation d'au moins une molecule de ciblage presentant une affinite 
pour une molecule ou une structure intra-cellulaire a la surface de ladite 
particule ainsi formee eventuellement enrobe(e) et, eventuellement 
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- la fixation d'au moins un element de ciblage de surface permettant de 
cibler specifiquement des cellules ou tissus biologiques. 

Les materiaux qui composent les nanoparticules de I'invention peuvent etre 
produits par differentes techniques, qui sont connues en soi de rhomme du 
metier. Le procede peut etre adapte par Phomme du metier selon la nature des 
composes utilises, et selon leur agencement dans les nanoparticules. Des 
methodes alternatives de production de materiaux utilisables pour la production 
des particules de [Invention sont decrites par exemple dans Nelson et al, Chem. 
Mater. 2003, 15, 688-693 "Nanocrystalline Y203:Eu Phosphors Prepared by 
Alkalide Reduction" ou encore dans Liu et al., Journal of Magnetism and 
Magnetic Materials 270 (2004) 1-€ "Preparation and characterization of amino- 
silane modified superparamagnetic silica nanospheres" ainsi que dans les 
documents brevet FR 04 05036 et US 6,514,481 . 

Les methodes d'accrochage des elements de ciblages peuvent etre 
effectuees en suivant par exemple le protocole decrit dans L. Levy et al., 
« Nanochemistry: Synthesis and Characterization of Multifunctional 
NanoBiodrugs for Biological Applications. » (Chem. Mater.; 2002; 14(9), 3715 - 
3721). 

Comme indique precedemment, la forme des particules n'a pas une grande 
influence sur leur proprietes, notamment sur le rendement de la production de 
radicaux libres ou de chaleur ou sur la nature des vibrations emises. Cependant, 
la forme pouvant influencer la « biocompatible » des particules, les formes 
essentiellement spheriques ou arrondies ainsi que les formes essentiellement 
homogenes, sont preferees. 

De maniere preferee, et comme indique au prealable, la taille des 
nanoparticules selon I'invention est typiquement comprise entre 4 et 1000 nm 
environ, de preference entre 300 et 1000 nm, encore plus preferentiellement 
entre 4 et 250 nm. Pour des applications in vivo chez rhomme ou Panimal, on 
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prefere tout particulierement des nanoparticules dont la taille est comprise entre 
4 et 100 nm, encore plus preferentiellement entre 4 et 50 nm. La taille des 
objets doit idealement etre suffisamment petite pour leur permettre de diffuser 
dans I'organisme (tissus, cellules, vaisseaux sanguins, etc.), essentiellement 
sans etre captes par les macrophages (phagocytose) et sans provoquer 
destruction significative. De tels effets peuvent etre obtenus avantageusement 
chez rhomrne avec des particules d'une taiile inferieure a 100 nm, 
preferentiellement inferieure a 50 nm. 

La forme et la taille des nanoparticules peuvent aisement etre calibrees par 
Thomme du metier mettant en oeuvre les procedes de preparation des 
nanoparticules selon ('invention. 

Compositions 

Un autre objet de invention reside dans toute composition comprenant 
des nanoparticules telles que definies precedemment et/ou susceptibles d'etre 
obtenues par le procede decrit ci-dessus. Bien que cela ne soit pas obligatoire, 
dans les compositions de ('invention, les particules presentent avantageusement 
une forme et une taille assez homogenes. Generalement, ies compositions 
comprennent entre 0,3 et 3000 mg de particules pour 100ml, Les compositions 
peuvent etre sous forme solide, liquide (particules en suspension), de gel, pate, 
etc. 

Un objet particulier de ('invention concerne une composition 
pharmaceutique comprenant des nanoparticules telles que definies 
precedemment et, eventuellement, un excipient ou vehicule acceptable sur le 
plan pharmaceutique. 

Un autre objet particulier de ['invention concerne une composition 
diagnostique ou d'imagerie comprenant des nanoparticules telles que definies 
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precedemment et, eventuellement, un excipient ou vehicule acceptable sur le 
plan physiologique. 

Uexcipient ou vehicule mis en oeuvre peut etre tout support habitue! pour 
ce type duplications, comme par exemple des solutions salines, isotoniques, 
steriles, tamponnees, etc. Les compositions de ['invention peuvent comprendre 
en outre des agents de stabilisation, des agents edulcorants, tensio-actifs, etc. 
Eiles peuvent etre formulees sous forme d'ampoules, de flacons, de comprimes, 
de gelules, en utilisant des techniques de galenique connues en soi. 

Utilisations 

Les compositions, particules et agregats de ['invention peuvent etre 
utilises dans de nombreux domaines, particulierement en medecine humaine ou 
animale. 

Selon le temps d'exposition a la source d'excitation, les particules 
peuvent permettre la destruction de cellules ou de tissus ou, simplement, une 
visualisation (imagerie, diagnostic). 

Uhomme du metier est aisement en mesure d'adapter la duree d'exposition des 
nanoparticules selon I'invention a la source d'excitation en fonction de la nature 
et de I'intensite de ladite source, selon que la destruction des cellules ou leur 
visualisation est souhaitee. Dans le cadre d'une utilisation therapeutique, les 
nanoparticules selon I'invention peuvent etre exposees a une source d'excitation 
pendant une duree, habituellement comprise, par exemple, entre une seconde 
et deux heures, de preference entre 30 minutes et une heure, encore plus 
preferentiellement pendant une duree inferieure ou egale a environ 30 minutes, 
par exemple 5, 10 ou 15 minutes. Dans le cadre d'une utilisation diagnostique, 
les temps d'exposition des nanoparticules selon I'invention varient generalement 
entre une seconde et environ 30 minutes, par exemple entre une minute et 
environ 20 minutes ou entre une seconde et environ 5 minutes, voire entre une 
et 60 secondes environ. II est entendu que plus la surface exposee a la source 
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d'excitation est importante, plus la duree d'exposition sera importante et que la 
duree d'exposition est par ailleurs inversement proportionnelle a Tintensite de la 
source d'excitation. 

Un objet particulier de ('invention reside dans ('utilisation de compositions, 
ou nanoparticuies telles que definies precedemment, en combinaison avec une 
source d'excitation adaptee au noyau de la nanoparticule, pour la preparation 
d'un medicament destine a la destruction de cellules cibles. 

Un autre objet particulier de I'invention reside dans une methode pour 
induire ou causer la lyse ou la destruction de cellules cibles, in vitro, ex vivo ou 
in vivo, comprenant la mise en contact de cellules cibles avec une ou des 
nanoparticuies telles que definies precedemment, pendant une periode de 
temps suffisante pour permettre aux nanoparticuies de penetrer dans des 
cellules cibles et, ('exposition des cellules a une source d'excitation adaptee au 
noyau des nanoparticuies, ladite exposition induisant ou causant la lyse ou la 
destruction desdites cellules cibles. 

Les cellules cibles peuvent etre toutes cellules pathologiques, c'est-a-dire 
des cellules impliquees dans un mecanisme pathologique, par exemple des 
cellules proliferates, telles que des cellules tumorales, stenosantes (cellules du 
muscle lisse), ou du systeme immunitaire (clones de cellules pathologiques). 

Une application preferee reside dans le traitement (par exemple la 
destruction ou 1'alteration des fonctions) de cellules cancereuses. A cet egard, 
un objet particulier de ['invention reside dans ('utilisation de compositions ou 
nanoparticuies telles que definies precedemment (en combinaison avec une 
source d'excitation adaptee au noyau des nanoparticuies) pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement du cancer. 

Un autre objet de ('invention concerne une methode de traitement du 
cancer, comprenant ('administration a un patient atteint d'un cancer d'une 
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composition ou de nanoparticules telles que definies precedemment, dans des 
conditions permettant aux nanoparticules de penetrer dans les cellules 
cancereuses, et le traitement ulterieur du patient en presence d*une source 
d'excitation adaptee au noyau des nanoparticules qui peut etre choisie parmi un 
rayonnement, une radiation ou un champ externe, plus particulierement parmi 
les rayons X et les rayons UV, un champ magnetique exterieur, des ultrasons, 
etc., conduisant a une alteration, une perturbation ou une destruction 
fonctionnelle de cellules cancereuses du patient, traitant ainsi le cancer. 

L'invention est utilisable pour traiter tout type de cancer, notamment les 
tumeurs solides, metastasees ou non, par exemple choisies parmi les cancers 
du poumon, foie, rein, vessie, sein, tete-et-cou, cerveau, ovaires, prostate, peau, 
intestin, colon, pancreas, ceil, etc. 

L'invention est egalement utilisable pour traiter une pathologie cardio- 
vasculaire telle que I'atherosclerose par exemple ou pour traiter une pathologie 
neurodegenerative par exemple choisie parmi la maladie d'Alzheimer, la 
maladie de Parkinson, la choree de Huntington, la sclerose laterale 
amyotrophique, la sclerose en plaques. Le type de nanoparticules (et son effet 
therapeutique associe) ainsi que la molecule de ciblage intra-cellulaire et la 
molecule de ciblage de surface, eventuellement presente, permettant de cibler 
specifiquement des cellules ou tissus biologiques, peuvent ainsi etre choisies en 
fonction du type de cellule ou tissu malade. 

Les stimuli peuvent etre appliques a tout moment apres I'administration 
des particules, en une ou plusieurs fois, en utilisant tout systeme adapte deja 
disponible tels que par exemple, un systeme de radiotherapie ou de 
radiographie (scanner par exemple). Les particules peuvent etre administrees 
par differentes voies, de preference par injection, systemique ou locale, ou de 
maniere orale. Des injections ou administrations repetees peuvent etre 
envisagees, si necessaire. 
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Des exemples de rayonnements et d'intensite de rayonnements 
susceptibles d'etre mis en oeuvre pour exciter les particules comprenant un 
compose sensible aux rayons X en fonction de ('utilisation diagnostique ou 
therapeutique souhaitee sont indiquees dans le document FR 04 05036 et 
rappeles ci-dessous : 

De fagon generate et non restrictive, les rayonnements suivants peuvent etre 
appliques dans differents cas pour exciter les particules : 

- Rayons X superficiels (20 a 50 keV) : pour I'excitation de nanoparticules 
en superficie (penetration de quelques millimetres). 

- Rayons X pour le diagnostic 50 a 1 50 keV. 

- Rayons X (ortho voltage) de 200 a 500 keV permettant de penetrer des 
epaisseurs de tissus jusqu'a 6 cm. 

- Rayons X (mega voltage) de 1000keV 25000keV. Pour exemple 
I'excitation de nanoparticules pour le traitement du cancer de la prostate 
peut se faire via 5 rayons X focalises ayant une energie de 15000keV. 

La duree deposition a des rayons X tels que decrits ci-dessus pourra etre 
aisement determinee par I'homme du metier en fonction de I'utiltsation 
therapeutique ou diagnostique souhaitee et de la nature des nanoparticules. 

Des champs magnetiques de 1.5, 4 ou 5 Teslas par exemple, de meme que des 
champs superieurs a 5 Teslas, peuvent par ailleurs etre appliques aux 
nanoparticules selon I'invention comprenant un compose sensible a un champ 
magnetique. L'homme du metier sera en mesure de determiner lui-meme le 
champ magnetique a appliquer et sa duree en fonction de ('utilisation 
therapeutique ou diagnostique souhaitee. De meme, Thomme du metier pourra 
aisement determiner la duree et I'intensite d'une exposition a un rayonnement 
laser, UV ou a des ultrasons selon les applications envisagees et la nature des 
nanoparticules utilisees. 

Dans le domaine diagnostic, les particules de Invention sont utilisables 
comme agent de contraste, pour detecter et/ou visualiser tout type de tissu. 
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Elles peuvent egalement etre utilisees pour geler des equilibres reactionnaires 
et done le fonctionnement cellulaire. 

Ainsi, un objet de ('invention conceme ['utilisation de compositions, ou 
nanoparticules telles que definies precedemment, en combinaison avec un 
stimulus (source d'excitation des particules) adapte, pour la fabrication d'une 
composition destinee a la detection ou a la visualisation de cellules, tissus ou 
organes. 

Les sources d'excitation adaptees sont celles mentionnees 
precedemment. Des cellules cibles susceptibles d'etre detectees ou visualisees 
sont par exemple les cellules cancereuses. 

Le terme "en combinaison 1 ' indique que I'effet recherche est obtenu 
lorsque les cellules, tissus ou organes d'interet, ayant incorpore en partie des 
nanoparticules de ('invention, sont excites par la source determinee. Toutefois, il 
n'est pas necessaire que les particules et les stimuli soient administres 
simultanement, ni selon le meme protocole, 

Le terme "traitement" designe toute amelioration des signes 
pathologiques, comme notamment une diminution de la taille ou du 
developpement d'une tumeur ou d'une zone tissulaire pathologique, la 
suppression ou la destruction de cellules ou tissus pathologiques, un 
ralentissement de la progression de la pathologie, une reduction de la formation 
de metastases, une regression ou une remission complete, etc. 

Les particules de ('invention peuvent egalement etre utilisees in vitro ou 
ex vivo. 

D'autres aspects et avantages de Invention apparaitront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 
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LEGENDE PES FIGURES 

La Figure 1 fournit une representation schernatique du principe de double 
ciblage (Module A: ciblage extra-cellulaire permettant la reconnaissance 
specifique d'un type celiulaire, d'un organe, d'un tissu biologique du corps a 
traiter ; et Module B : ciblage intra-cellulaire permettant la reconnaissance 
specifique d'une molecule ou d'une structure intra-cellulaire) avec des 
nanoparticules activables par un champ externe. 

La Figure 2 presente les differents mecanismes d'action des nanoparticules en 
therapie ou en diagnostic. 

La Figure 3 indique le taux de survie des cellules MCF7 (lignee celiulaire 
d'origine humaine, cancer du sein) apres incubation avec des nanoparticules 
photosensibles de invention et exposition ou non a un rayonnement Laser. Les 
conditions experimentales sont les suivantes : 

a) Nanoparticules, mises en presence de rhodamine libre et de LHRH libre, 
les nanoparticules, la rhodamine et la LHRH etant dispersees dans une 
solution isotonique. Cellules non exposees a un rayonnement Laser. 
Experience effectuee pendant 10 minutes, sur 4 boites de petri en 
paralleles. 

b) Nanoparticules, pourvues d'une molecule de ciblage presentant une 
affinite pour une molecule ou une structure intra-cellulaire, i.e., la 
rhodamine (molecule de ciblage presentant une affinite pour les 
mitochondries), mises en presence de LHRH libre, les nanoparticules et 
la LHRH etant dispersees dans une solution isotonique. Cellules 
exposees a un rayonnement Laser (10 minutes). Experience effectuee 
sur 4 boites de petri en parallele. 

c) Nanoparticules pourvues d'une molecule de ciblage presentant une 
affinite pour une molecule ou une structure intra-cellulaire, i.e., la 
rhodamine, et d'un element de ciblage de surface permettant de cibler 
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specifiquement des cellules ou des tissus biologiques, i.e., LHRH 
(element de ciblage de surface presentant une affinite pour les cellules 
cancereuses), les nanoparticules etant dispersees dans une solution 
isotonique. Cellules exposees a un rayonnement Laser (10 minutes). 
Experience effectuee sur 4 boites de petri en paralleles. 

La Figure 4 indique le taux de survie des cellules MCF7 apres incubation avec 
des nanoparticules magnetiques de invention et exposition ou non a un champ 
magnetique. Les conditions experimentales sont : 

a) Nanoparticules, mises en presence de rhodamine libre et de LHRH libre, 
les nanoparticules, la rhodamine et la LHRH etant dispersees dans une 
solution isotonique. Cellules non exposees au champ magnetique. 
Experience effectuee pendant 10 minutes sur 4 boites de petri en 
parallele. 

b) Nanoparticules pourvues d'une molecule de ciblage presentant une 
affinite pour une molecule ou une structure intra-cellulaire, i.e., la 
rhodamine (molecule de ciblage presentant une affinite pour les 
mitochondries), mises en presence de LHRH libre, les nanoparticules et 
la LHRH etant dispersees dans une solution isotonique. Cellules 
exposees au champ magnetique (10 minutes). Experience effectuee sur 
4 boites de petri en parallele. 

c) Nanoparticules pourvues d'une molecule de ciblage presentant une 
affinite pour une molecule ou une structure intra-cellulaire, i.e., la 
rhodamine, et d'un element de ciblage de surface permettant de cibler 
specifiquement des cellules ou des tissus biologiques, i.e., LHRH 
(element de ciblage de surface presentant une affinite pour les cellules 
cancereuses), les nanoparticules etant dispersees dans une solution 
isotonique. Cellules exposees au champ magnetique (10 minutes). 
Experience effectuee sur 4 boites de petri en parallele. 

EXEMPLES 
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EXEMPLE 1 : Preparation de nanoparticules photosensibles dopees avec 
la protoporphyrine IX et ciblees 

Des nanoparticules photosensibles dopees avec la protoporphyrine IX et 
ciblees, ont ete synthetisees en utilisant le procede suivant : 

a) 0.5 g d'AOT melanges a 0.5 g de Butanol sont dissous dans 20ml d'eau 
distillee, 

b) 30 microlitre de DMF et 15nM de protoporphyrine IX sont ajoutes a la solution 
obtenue en a) et melanges, 

c) du triethoxyvinylsilane (200 micro L) et du 3-aminopropyltriethoxysilane (10 
microlitres) sont ajoutes au melange obtenu en b) et melanges pendant 
plusieurs heures, 

d) la solution obtenue en c) est dialysee et filtree 

e) des molecules d'acide 3-(triethoxylsilanylpropyl-carbamoyl)-butyrique sont 
ajoutees aux nanoparticules de la solution d), dispersees dans le DMF, le 
melange est ensuite agite pendant 24h, 

f) L'element de ciblage presentant une affinite pour une molecule ou une 
structure intra-cellulaire (rhodamine) et l'element de ciblage de surface (LHRH) 
sont ajoutes au melange obtenu en e) en utilisant la procedure decrite dans L. 
Levy et al., « Nanochemistry: Synthesis and Characterization of Multifunctional 
NanoBiodrugs for Biological Applications. » (Chem. Mater.; 2002; 14(9), 3715 - 
3721), puis 

g) les nanoparticules sont recuperees et leur integrite est controlee. 

EXEMPLE 2 : Preparation de trois echantillons pour I'experimentation in 
vitro : 

L'echantillon a) est constitue de nanoparticules, mises en presence de 
rhodamine et de LHRH libres, les nanoparticules, la rhodamine et la LHRH etant 
dispersees dans une solution isotonique. 

L'echantillon b) est constitue de nanoparticules, pourvues d'une molecule de 
ciblage presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra- 
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cellutaire (rhodamine), mise en presence de LHRH, les nanoparticules et la 
LHRH etant dispersees dans une solution isotonique. 

L'echantillon c) est constitue de nanoparticules pourvues d'une molecule de 
ciblage presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra- 
cellulaire (rhodamine) et d'un element de ciblage de surface permettant de cibler 
specifiquement des cellules ou des tissus biologiques (LHRH), lesdites 
nanoparticules etant dispersees dans une solution isotonique. 

Les trois echantillons (a, b et c) sont ajoutes a des cellules MCF7 (lignee 
cellulaire d'origine humaine, cancer du sein) puis incubes 20h. La concentration 
u tj|j S ee est de 2 pmoles de particules par boite de petit Apres incubation, les 
cellules contenant les echantillons a et b sont exposees 10 minutes a une 
source laser (650nm). Le taux de suivie des cellules est mesure 20 minutes 
apres exposition. 

L'experience est repetee quatre fois afin d'avoir un resultat statistiquement 
significatif. Les resultats presentes sur la figure 3 montrent une efficacite 
(destruction cellulaire) plus importante des nanoparticules de Techantillon c 
(avec le double ciblage). 

EXEMPLE 3 : Preparation de nanoparticules magnetiques 

Des nanoparticules magnetiques ont ete synthetisees en utilisant le precede 
suivant : 

a) 32g de Fe(N0 3 ) 3 . et 8g de Fe(CI) 2 sont coprecipites avec de la soude (13g) a 
une temperature de 70°C sous agitation (reacteur de 1 litre) ; 

b) les nanoparticules obtenues en a), apres ringage a I'eau (PH =8), sont 
dispersees dans un melange ethanol/eau (4/1). Le TEOS est ajoute (proportion 
masse TEOS = 1 ,2 masse particules) et agite pendant plusieurs heures ; 

c) des molecules d'acide 3-(triethoxylsilanylpropyl-carbamoyl)-butyrique sont 
ajoutees au nanoparticules dispersees dans le DMF et agitee pendant 24h ; 

d) ('element de ciblage presentant une affinite pour une molecule ou une 
structure intra-cellulaire (rhodamine) et ('element de ciblage de surface (LHRH) 
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sont ajoutes en utilisant la procedure decrite dans L. Levy et a!., 
« Nanochemistry: Synthesis and Characterization of Multifunctional 
NanoBiodrugs for Biological Applications. » (Chem. Mater.; 2002; 14(9), 3715 - 
3721). 

EXEMPLE 4 : Preparation de trois echantillons pour ['experimentation in 
vitro : 

L'echantiilon a) est constitue de nanoparticules, mises en presence de 
rhodamine et de LHRH libres, les nanoparticules, la rhodamine et la LHRH etant 
dispersees dans une solution isotonique. 

L'echantiilon b) est constitue de nanoparticules, pourvues d'une molecule de 
ciblage presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra- 
cellulaire (rhodamine), mise en presence de LHRH, les nanoparticules et la 
LHRH etant dispersees dans une solution isotonique. 

L'echantiilon c) est constitue de nanoparticules pourvues d'une molecule de 
ciblage presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra- 
cellular (rhodamine) et d'un element de ciblage de surface permettant de cibler 
specifiquement des cellules ou des tissus biologiques (LHRH), lesdites 
nanoparticules etant dispersees dans une solution isotonique. 

Les trois echantillons (a, b et c) sont ajoutes puis incubes 20h avec des cellules 
MCF7. La concentration utilisee de particules est de 0,5 picograrnmes par boite 
de petri. Apres incubation, les cellules contenant les echantillons b) et c) sont 
exposees 10 minutes a un champ magnetique unidirectionnel (4.7Tesla). Le 
taux de survie des cellules est mesure 20 minutes apres exposition. 
L'experience est repetee quatre fois afin d'avoir un resultat statistiquement 
significatif. Les resultats presentes sur la figure 4 montrent une efficacite 
(destruction cellulaire) plus importante des nanoparticules de l'echantiilon c) 
(avec le double ciblage). 
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REVENDICATIONS 

1 . Nanoparticule composite biocompatible, comprenant : 

- un noyau comprenant au moins un compose inorganique ou organique 
activable par excitation, 

- de maniere facultative, un enrobage biocompatible, et 

- au moins une molecule de ciblage, exposee a la surface de la particule, 
presentant une affinite pour une molecule ou une structure intra-cellulaire. 

2. Nanoparticule selon la revendication 1, caracterisee en ce que le noyau 
comprend un oxyde metallique ou un metal non oxyde, permettant un 
retoumement physique de la particule sous I'effet d'un champ magnetique. 

3. Nanoparticule selon la revendication 1, caracterisee en ce que le noyau 
comprend une molecule photosensible, permettant la production de chaleur ou 
de radicaux libres sous I'effet d'une lumiere LASER. 

4. Nanoparticule selon la revendication 1, caracterisee en ce que le noyau 
comprend un compose semi-conducteur ou une solution mixte, eventuellement 
dope(e) avec une terre rare, ou une molecule organique, permettant la 
production de chaleur ou de radicaux libres sous I'effet d'une lumiere UV ou 
Laser. 

5. Nanoparticule selon la revendication 1, caracterisee en ce que le noyau 
comprend un compose inorganique sous forme d'oxyde, hydroxyde, oxysulfure, 
de sel ou de melanges de ces derniers eventuellement dopes avec une terre 
rare, ou de metal non oxyde, permettant la production de chaleur ou de radicaux 
libres sous I'effet de rayons X. 

6. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee 
en ce que I'enrobage eventuellement present est compose d'une structure 
inorganique ou organique, amorphe ou cristalline. 
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7. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee 
en ce que la molecule de ciblage est une molecule biologique ou chimique 
presentant une affinite pour une molecule presente dans une cellule humaine ou 
animate telle qu'un peptide, un polypeptide, un acide nucleique, un nucleotide, 
un lipide ou un metabolite. 

8. Nanoparticule selon la revendication 7, caracterisee en ce que la molecule de 
ciblage presente une affinite pour une molecule d'une membrane intracellulaire 
ou nucleaire, une molecule du cytosquelette, une molecule cytoplasmique ou 
une mitochondrie. 

9. Nanoparticule selon la revendication 7 ou 8, caracterisee en ce que la 
molecule de ciblage presente une affinite pour une enzyme, un recepteur 
nucleaire, un facteur de transcription ou de traduction, un co-facteur ou un 
substrat naturel ou synthetique injecte artificiellement dans une cellule cible. 

10. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications 7-9, caracterisee 
en ce que la molecule de ciblage est un anticorps, un ligand de recepteur, un 
recepteur de ligand ou un fragment ou un derive de ceux-ci. 

11. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en en ce que la molecule de ciblage est liee a I'enrobage 
eventuellement present ou au noyau constitutif de ladite particule. 

12. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en en ce qu'elle comprend en outre un element de surface 
permettant de cibler specifiquement des cellules ou des tissus biologiques. 

13. Nanoparticule selon la revendication 12, caracterisee en en ce que ['element 
de surface permettant de cibler specifiquement des cellules ou des tissus 
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biologiques est lie a I'enrobage eventuellement present ou au noyau de ladite 
particule. 

14. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications 11 a 13, 
caracterisee en en ce que la molecule de ciblage et/ou I'element de surface sont 
lies a I'enrobage via un groupe fonctionnel (CH 2 ) n COOH dans lequel n est un 
entier allant de 1 a 10. 

15. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que sa taille est comprise entre 4 et 1000 nm, de preference 
entre 300 et 1000 nm, encore plus preferentiellement entre 4 et 250 nm, entre 4 
et 1 00 nm ou entre 4 et 50 nm. 

16. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que sa forme est essentiellement spherique. 

17. Procede de production de nanoparticules selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 16, comprenant : 

- la formation d'un noyau comprenant un ou plusieurs composes tels que 
definis dans les revendications 1 a 15, 

- I'enrobage eventuel du noyau, 

- la fixation d'au moins une molecule de ciblage presentant une affinite 
pour une molecule ou une structure intra-cellulaire a la surface de ladite 
particule ainsi formee eventuellement enrobe(e) et, eventuellement 

- la fixation d'au moins un element de ciblage de surface permettant de 
cibler speciflquement des cellules ou tissus biologiques. 

18. Composition pharmaceutique ou diagnostique comprenant des 
nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 16. 

19. Utilisation de nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 
16, ou d'une composition selon la revendication 18, en combinaison avec une 
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source d'excitation adaptee au noyau des nanoparticules, pour la preparation 
d'un medicament destine a la destruction de cellules cibles. 

20. Utilisation de nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 
16, ou d'une composition selon la revendication 18, en combinaison avec une 
source d'excitation adaptee au noyau des nanoparticules, pour la preparation 
d'une composition destinee a la detection ou a la visualisation de cellules, tissus 
ou organes. 

21. Utilisation selon la revendication 19 ou 20, caracterisee en ce que les 
cellules cibles sont des cellules cancereuses. 

22. Utilisation selon la revendication 19 ou 20, caracterisee en ce que la source 
d'excitation est un rayonnement, une radiation ou un champ externe. 



1/4 




Excitation par un champ externe 
aenerant un effet physique, phvstco- 
chimique ou chimique. 



Figure 1 
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Sources d'excitation j Effets phvsico-chimique 



. Rayons X 
• Laser 
•UV 



•Champ magnetique 



• Champ magnetique 
alternatif (HF) 

• Micro-ondes 



•Ultrason 




Chaleur 

02 , H20 



Radicaux libres 



0°, 0H C 



Rotation / immobilisation 



Chaleur 



Chaleur 



Vibration 
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a) PDT+ LHRH + Rho b) PDT-LHRH + Rho c) PDT-LHRH-Rho 

Non expose au laser expose au laser expose au laser 




nombre de cellules vivantes (avec exposition au laser ) 
R = nombre de cellules vivantes (Sans exposition au laser ) 



Figure 3 
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a) Mag + LHRH + Rho b) Mag-LHRH + Rho c) Mag-LHRH-Rho 

Non expose au champ Expose au champ Expose au champ 

magnetique magnetique magnetique 

1,4 i 



a: 




nombre de cellules vivantes (avec exposition au champ magnetique ) 
nombre de cellules vivantes (Sans exposition au champ magnetique ) 



Figure 4 
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Les revendi cations 1-22 presentes ont trait a une tres grande variete de 
nanoparticules. En fait, les revendi cations contiennent tant d'options 
que le manque de clarte (et/ou de concision) au sens de 1 'Article L. 612-6 
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qui apparaissent etre claires (et/ou concises), c'est a dire des 
nanoparticules ont ete recherchees decrites dans les exemples et leurs 
homologues proches . 



